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INTRODUCTION
The p r e s e n t  s t u d y  w as  u n d e r t a k e n  t o  e x a m in e  p o s s i b l e  
a n t i g e n i c  r e l a t i o n s h i p s  among c e r t a i n  s t r a i n s  o f  P s e u d o . ' i o n a s , 
m y x o b a c t e r i a  a n d  P a s t e u r e l l a  t u l a r e n s i s >
The u s u a l  m e t h o d s  e m p l o y i n g  m o r p h o lo g y  a n d  b io c h e m ­
i s t r y  f o r  c l a s s i f i c a t i o n  o f t e n  h a v e  p r o v e n  q u i t e  u n s a t i s ­
f a c t o r y  f o r  g r o u p i n g  mem bers  o f  t h e  g e n u s  P se u d o m o n a s  ( l a ) .  
The g e n e r i c  t i t l e  was  f i r s t  p r o p o s e d  f o r  p o l a r - f l a g e l l a t e d  
o r g a n i s m s  by P i g u l a  i n  h i s  1S94 o u t l i n e  ( I 4. ) . k i n  s l o w ,  e t .  
a l .  ( 2 7 ) c l a s s i f i e d  t h e  g r o u p  on  m o r p h o l o g y  a n d  t h e  b a s i s  
o f  p r o d u c t i o n  o f  c e r t a i n  p i g m e n t s  w h ic h  a r e  w a t e r  s o l u b l e .  
T h e s e  p i g m e n t s  a r e  u s u a l l y  g r e e n ,  b l u e ,  and  y e l l o w i s h  
g r e e n .
T o b i e  u s e d  a  c o m b i n a t i o n  o f  p i g m e n t  p r o d u c t i o n  a n d  
b i o c h e m i s t r y  f o r  c l a s s i f i c a t i o n  ( 2 5 ) .  S e r o l o g y  w as  a p p l i e d  
by  C e l e e n  and  S t a r k  ( 2 0 ) .  The r e s u l t s  i n d i c a t e d  l i t t l e  
c o r r e l a t i o n  among t h e  s t r a i n s  o f  t h i s  g r o u p .  They  c o n s i d e r ­
e d  f l a g e l l a r  a n d  s o m a t i c  a n t i g e n s ,  p r o d u c t i o n  o f  p i g m e n t s  
( p y o c y a n i n ,  f l u o r e s c i n ,  o r  n e i t h e r )  a n d  b i o c h e m i c a l  r e a c ­
t i o n s .  P i g m e n t  p r o d u c t i o n  w as  shown t o  b e  a f f e c t e d  by  m e d ia  
c o n s t i t u e n t s .  C h r i s t i e  ( 2 )  o b s d r v e d  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  136 
s t r a i n s  o f  P s e u d o m o n a s  p y o c y a n e u s  by  t h e i r  h e m o l y s i s  o f
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s h e e p  r e d  b l o o d  c e l l s ,  a n d  s o m a t i c  a n d  f l a g e l l a r  a n d  s o m a t i c  
a n t i g e n  r e a c t i o n s ,  m unoz ,  S c h e r a g o  a n d  V .eaver ,  ( 1 5 )  i n  a  
s t u d y  o f  r e p r e s e n t a t i v e  g r o u p s  o f  P s e u d o m o n a s , c o n c l u d e d  
t h a t  s e r o l o g i c a l  r e a c t i o n s ,  i n  a d d i t i o n  t o  m o r p h o l o g i c a l  
a n d  b i o c h e m i c a l  f e a t u r e s ,  w e r e  e s s e n t i a l  i n  t h e  i d e n t i f i c a ­
t i o n  a n d  c l a s s i f i c a t i o n  o f  s p e c i e s  i n  t h i s  g e n u s .
m e a d e r ,  i n  1 9 2 4 ,  ( 1 2 j ;  a n d  h e a d e r ,  R o b i n s o n ,  and  
L e o n a r d  i n  1925  ( 1 3 )  f o u n d  t w e n t y - o n e  m o n o t r i c h o u s  s t r a i n s  
o f  t h e  g e n u s  P s e u d o m o n a s  t o  be  s e r o l o g i c a l l y  h o m o g e n e o u s .  
R l r o d  a n d  i^rown ( 5 )  a n d  o t h e r s  show ed t h e  g e n u s  P seu d o m o n a s  
( i n  some c a s e s  s t r a i n s  o f  t h e  same s p e c i e s )  t o  be  a n t i -  
g e n i c a l l y  h e t e r o g e n e o u s .  The m e t h o d s  a n p l o y e d  w e re  e s s e n ­
t i a l l y  t h e  same i n  t h e s e  tw o  s t u d i e s .  The o r g a n i s m s  w e r e  
g row n  o n  p l a t e d  m e d i a ,  s u s p e n d e d  i n  a b s o l u t e  a l c o h o l ,  
c e n t r i f u g e d  and  r e s u s p e n d e d  i n  p h y s i o l o g i c a l  s a l i n e .  They  
w e r e  c h e c k e d  by  t h e  m a c r o s c o p i c  s l i d e  a g g l u t i n a t i o n  m e th o d .  
T h e r e  i s  a  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h i s  a p p a r e n t  c o n t r a d i c t i o n  o f  
r e s u l t s  may h a v e  b e e n  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  
f l a g e l l a .
S a l v i n  an d  L e w is  ( 1 9 )  f o u n d  f i f t y - s i x  s t r a i n s  o f  
P s e u d o m o n a s  p a t h o g e n i c  f o r  man an d  a n i m a l s .  H o d g k i s s  showed 
m em bers  o f  t h i s  g r o u p  t o  b e  p a t h o g e n i c  f o r  f i s h  ( 7 ) .  He 
c l a i m e d  t o  h a v e  f o u n d  P se u d o m o n a s  i c h t h y o d e r m i s  t o  c a u s e  a  
l a r g e  n e c r o t i c  l e s i o n  i n  a  p l a i c e .  I n  t h e  p a r t i c u l a r  
s p e c i m e n  d i s c u s s e d ,  c a v i t i e s  w e r e  fo rm e d  by  d e s t r u c t i o n  o f
R eproduced  with perm ission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without perm ission.
t h e  m u s c l e  t h r o u g h  i n f i l t r a t i o n .  T h e r e  w as  no  dam age t o  
t h e  s k i n  s u r f a c e .  O t h e r  mem bers  o f  t h i s  g e n u s  h a v e  b e e n  
i m p l i c a t e d  i n  d i s e a s e s  o f  p l a n t s ,
J e f f e r s  ( u n p u b l i s h e d ) h a s  i n d i c a t e d  t h a t  m em bers  o f  
t h i s  g r o u p  a r e  commonly f o u n d  i n  i n f e c t e d  f i s h  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  c e r t a i n  m y x o b a c t e r i a .  K o p p e r  (1 1 )  d e m o n s t r a t e d  
e n z y m e s  t o  be  m e t a b o l i c  p r o d u c t s  o f  t h e  P s e u d o m o n a s . V i l k  
( u n p u b l i s h e d )  f o u n d  t h a t  q u i e s c e n t  m y x o b a c t e r i a  w e r e  i n d u c e d  
t o  grow upon  a d d i t i o n  o f  e i t h e r  d e a d  o r  l i v i n g  p s e u d o m o n a s  
t o  t h e  m e d i a .  I t  c o u l d  b e  t h e  m e t a b o l i c  p r o d u c t s  o f  t h e  
P s e u d o m o n a s  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  i n c r e a s e d  a c t i v i t y  o f  
t h e  m y x o b a c t e r i a  i n  t h e i r  p r e s e n c e .
w i t h  r e f e r e n c e  t o  t h e  m y x o b a c t e r i a ,  t h e y  w e r e  f i r s t  
nam ed a s  a n o t h e r  g r o u p  o f  t h e  s o i l  b a c t e r i a  i n  1392 by  
T h a x t e r  ( 2 4 ) .  I t  w as  n o t e d  b y  O r d a l  ( 1 6 )  t h a t  t y p i c a l  
m y x o b a c t e r i a l  f r u i t i n g  b o d i e s  w^ere p r o d u c e d  i n  t h e  l a b o r a ­
t o r y  on  f i s h  m e d i a .  The c o l o r  o f  t h e s e  f r u i t i n g  b o d i e s  c a n  
b e  v a r i e d  by a l t e r i n g  t h e  m e d ia  c o n s t i t u e n t s  ( l b ) .  S n i e s k o ,  
i ' l C A l l i s t e r , a n d  H i t c h n e r  ( 2 1 ) ,  show ed  t h a t  c e r t a i n  o f  t h e  
m y x o b a c t e r i a  b e h a v e  a s  p a r a s i t e s  t o w a r d  a s s o c i a t e d  b a c t e . i a .  
J o h n s o n  ( L ; p u b l i s h e d  a n  a c c o u n t  o f  c e r t a i n  m em bers  v*hich 
a t t a c k  c h i t i n .  The a u t h o r  h a s  n o t e d  t h a t  f i n  e r l i n g  a q u a r ­
ium  t r o u t  showed m a rk e d  s o f t e n i n g  o f  t h e  s k u l l  upon  a u t o p s y ,  
w hen  w a t e r  was  i n n o c u l a t e d  w i t h  c u l t u r e s  o f  a c q u a t i c  myxo­
b a c t e r i a  f r o m  h a t c h e r y  w a t e r s .
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One o f  t h e  inyxo b a c t e r i a  l e s  p a t h o g e n i c  f o r  f i s h  was 
s t u d i e d  b y  G a r n j o b s t  ( 6 a )  i n  o r g a n i s m s  i s o l a t e d  f ro m  a 
b u l l h e a d .  The i s o l a t i o n  o f  t h e s e  o r g a n i s m s  f ro m  t h e  c u ­
t a n e o u s  a n d  c o n n e c t i v e  t i s s u e s  w as  a c c o m p l i s h e d .  The g e n u s  
C y t o p h a g a ,  w i t h  w h i c h  we a r e  c o n c e r n e d  i n  t h i s  i n v e s t i g a ­
t i o n ,  d o e s  n o t  p r o d u c e  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  f r u i t i n g  b o d i e s .  
S t a n i e r  u s e d  m o r p h o l o g y  t o  c l a s s i f y  t h e  members o f  t h i s  
g r o u p  ( 2 2 ) ,
P a s t e u r e l l a  t u l a r e n s i s  was  f i r s t  r e c o r d e d  a s  a 
p l a g u e - l i k e  d i s e a s e  o f  r o d e n t s  i n  1912  by xxCoy a n d  
C h a p in  ( 1 1 ) ,  They a l s o  show ed  i t  t o  o c c u r  a s  a  p a r a s i t e  i n  
m ore  t h a n  t h i r t y  f o r m s  o f  a n i m a l  l i f e  i n  n a t u r e .  The f i r s t  
r e p o r t e d  huiaan c a s e  w as  i n  t h e  c o n j u n c t i v a  o f  t h e  e y e  o f  a  
m e a t  b u t c h e r .  T h i s  w as  d i a g n o s e d  by c h e r r y  a n d  Lamb (2 6 )  
i n  1913 f ro m  mcCoy a n d  C h a p i n ’ s  d e s c r i p t i o n .  P a r k e r ,  
S t e i n h a u s ,  k o h l s ,  a n d  d e l l i s o n  showed t h a t  n e a r l y  a l l  o f  
t h e  n a t u r a l  w a t e r s  i n  t h e  n o r t h w e s t e r n  U n i t e d  d t a t e s  w e re  
c o n t a m i n a t e d  f ro m  t i m e  t o  t i m e  w i t h  t h i s  o r g a n i s m  ( 1 6 ) ,
PROoLfm TO LE IhV£3TIG ÂT;.D
O r g a n i s m s ,  when coi.;monly f o u n d  t o g e t h e r  a t  t h e  same 
s o u r c e ,  o r  i n  t h e  same h o s t s ,  f-ay p o s s i b l y  be r e l a t e d .  
S o m a t i c  a n t i g e n s  i n  many o f  t h e  i s o l a t i o n s  may d i s p l a y  
s i m i l a r i t y ,  b e c a u s e  P s e u d o m o n a s  and  t h e  m y x o b a c t e r i a  a r e  
commonly f o u n d  t o g e t h e r  i t  w as  t h o u g h t  t h a t  t h e y  may be 
soinehow r e l a t e d .  S e r o l o g i c a l  m e t h o d s  w e r e  em p lo y e d  t o
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e x a m in e  t h i s  p o s s i b i l i t y ,  d i m i l a r  t e s t s  w e re  r u n  w i t h  t h e  
P .  t u l a r e n s i s  o r g a n i s m s  a n d  h o m o lo g o u s  a n t i - s e r a .
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CHAPTER I  
PROCEDURE
MATERIALS USED
A . M edia  u s e d  i n c l u d e d  t h e  f o l l o w i n g :
1 .  A m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  T r y p t o n e  A g ar  a s  s u g g e s t e d  
b y  O r d a l  a n d  R u c k e r  ( 1 7 ) .  The medium w as  m o d i f i e d  by t h e  
a d d i t i o n  o f  0 .0^ /v  0.1>a y e a s t  e x t r a c t .  T h i s  med­
ium  w as  u s e d  f o r  t h e  c u l t i v a t i o n  and. m a i n t e n a n c e  o f  t h e  
m y x o b a c t e r i a  an d  f o r  t h e  c u l t i v a t i o n  b u t  n o t  t h e  m a i n t e n ­
a n c e  o f  t h e  P s e u dom onas  s t r a i n s .
2 .  N u t r i e n t  A g a r  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  ü i f c o  i . a n u a l .  
T h i s  medium w as  e m p lo y e d  i n  t h e  ; a a i n t e n a n c e  o f  t h e  P s e u d o ­
m o n as  ( 4 ) .
3 .  C y s t i n e - G l u e o s e - b l o o d  A g a r  a s  d e s c r i b e d  by  
P a r k e r ,  o t e i n h a u s , K o h l s ,  an d  J  e l l i s o n  ( 1 8 ) .  T h i s  m e d i a ,  
a l o n g  w i t h  C y s t i n e - G l u c o s e - H e a r t  A g ar  i s  u s e d  a t  t h e  Rocky 
M o u n t a i n  L a b o r a t o r i e s  o f  t h e  U n i t e d  S t a t e s  P u b l i c  H e a l t h  
S e r v i c e  a t  H a m i l t o n ,  i o n t a n a ,  f o r  t h e  c u l t i v a t i o n  a n d  m a in ­
t e n a n c e  o f  _P. t u l a r e n s i s .
ORGANISES U3ËJ
The P seu d o m o n a s  s t r a i n s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w e re  t a k e n
*0 ••
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f ro ra  t h e  s t o c k  c u l t u r e s  c o l l e c t e d  by Raymond ( u n p u b l i s h e d )  
i n  t h e  w a t e r s  o f  w e s t e r n  R o n t a n a .  O rg a n i s m  ?fl was t a k e n  
f r o m  t h e  g i l l s  o f  a  2 - i n c h  c u t t h r o a t  t r o u t  i n  t h e  A r l e e  
H a t c h e r y .  O r g a n i s m  w as  t a k e n  f ro m  t h e  k i d n e y  o f  a  3 - i n c h  
e a s t e r n  b r o o k  t r o u t  f ro m  t h e  h a t c h e r y  w a t e r s  a t  P o s t  C r e e k .  
O r g a n i s m  was t a k e n  f r o m  t h e  i n u e r i o r  o f  a  3 - i n c h  e a s t e r n  
b r o o k  t r o u t  a l s o ,  t a k e n  f r o m  t h e  w a t e r s  o f  t h e  P o s t  C re e k  
h a t c h e r y .  O r g a n i s m  A3 w as  t a k e n  d i r e c t l y  f ro m  t h e  w a t e r s  
o f  P o s t  C r e e k ,
The m y x o b a c t e r i a  u s e d  i n  t h i s  work  w e re  t a k e n  f ro m  
s t o c k  c u l t u r e s  c o l l e c t e d  by J e f f e r s  ( u n p u b l i s h e d )  f r o m  v a r ­
i o u s  f i s h  i n  m o n ta n a  h a t c h e r i e s .  O rg a n is m  A was  i s o l a t e d  
f r o m  a  l e s i o n  on  t h e  g i l l s  o f  a  f i n g e r l i n g  r a i n b o w  t r o u t  
f r o m  t h e  a n a c o n d a  h a t c h e r y .  O rg a n i s m  C was t a k e n  f r o m  t h e  
g i l l s  o f  a  l i n g e r l i n g  r a i n b o w  t r o u t  p i c k e d  up a t  t h e  a r l e e  
h a t c h e r y .  O rg a n i s m  # 2  w as  b e l i e v e d  t o  b e  a n  u n u s u a l  member 
o f  t h e  m y x o b a c t e r i a  d u e  t o  i t s  c o l o r ,  m o r p h o l o g y ,  o d o r , e t c .  
a s  d e s c r i b e d  by G a r n j o b s t  ( 6 b ) .  I t  w as  i s o l a t e d  f r o m  a 
s p r i n g  b e s i d e  t h e  s m a l l  f a l l s  a t  ^ icD ona ld  L a k e  i n  t h e  M i s ­
s i o n  R ange  i n  i i o n t a n a .
The s t r a i n s  o f  ? .  t u l a r e n s i s  u s e d  i n  t h i s  i n v e s t i g a ­
t i o n  w e r e  i s o l a t e d  f ro m  w a t e r s  o f  c e r t a i n  w e s t e r n  R o n t a n a  
s t r e a m s .  O n ly  t h e  p r e p a r e d  a n t i s e r a  w e r e  u s e d  by  t h e  a u t h o r .  
The a n t i s e r a  u s e d  w as  p o o l e d  p o s i t i v e  a n t i s e r a  w h ic h  h ad  
b e e n  t a k e n  f ro m  i n f e c t e d  g u i n e a  p i g s  t w e n t y - o n e  d a y s  a f t e r
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ANTIGEN PREPARATION
O r d a l * s  m o d i f i e d  medium was p r e p a r e d  a s  a g a r  s l a n t s .  
T h e s e  w e r e  i n n o c u l a t e d  an d  i n c u b a t e d  a t  room  t e m p e r a t u r e  
f o r  4Ô h o u r s .  I t  w as  n o t e d  t h a t  t h e  s t r a i n s  o f  P seu d o m o n a s  
g rew  much m ore  r a p i d l y  t h a n  t h e  m y x o b a c t e r i a .  To h a v e  u n i ­
f o r m l y - a g e d  c o l o n i e s  w i t h  t h e  maximum g r o w t h ,  i t  w as  d e c i d e d  
t o  i n c u b a t e  a l l  c u l t u r e s  f o r  h o u r s .
One m l ,  o f  s t e r i l e  p h y s i o l o g i c a l  s a l i n e  was  u s e d  t o  
w ash  t h e  o r g a n i s m s  f r o m  t h e  medium. B l a k e  b o t t l e s  w e re  i n ­
n o c u l a t e d  w i t h  t h e  m a t e r i a l  w a s h e d  f r o m  t h e  a g a r  s l a n t  t o  
p r o v i d e  a  l a r g e r  g r o w t h  a r e a .  The b o t t l e s  w e re  i n v e r t e d  
an d  i n c u b a t e d  f o r  t h e  4b h o u r  p e r i o d .
The o r g a n i s m s  w e re  r e m o v e d  f ro m  t h e  b l a k e  b o t t l e  
w i t h  10  m l ,  o f  p h y s i o l o g i c a l  s a l i n e  and  t r a n s f e r r e d  t o  s t e r ­
i l e  60  m l ,  v a c c i n e  b o t t l e s  c o n t a i n i n g  8 - 1 0  s t e r i l e  g l a s s  
b e a d s  t o  b r e a k  up t h e  c l u m p s  o f  o r g a n i s r a s .  F i v e  p e r  c e n t  
p h e n o l  w as  e m p lo y e d  t o  K i l l  t h e  o r g a n i s m s .  The s u s p e n s i o n  
w as  p a s s e d  t h r o u g h  f i l t e r  p a p e r  t o  rem o v e  a n y  c lu m p s  w?hich 
h a d  n o t  b e e n  b r o k e n  u p .  A f t e r  s u f f i c i e n t  t i m e  h ad  l a p s e d  
f o r  t h e  p h e n o l  t o  k i l l  t h e  b a c t e r i a ,  t h e  s u s p e n s i o n  v/as 
d i l u t e d  t o  40  m l .  a n d  k e p t  i n  s t o r a g e  a t  4 ^ 0 .
I t  was  f o u n d  t h a t  t h i s  m i x t u r e ,  a f t e r  s t o r a g e  f o r  a 
p e r i o d  o f  s i x  w ë e k s  t o  tw o  m o n t h s ,  f o r m e d  a  h e a v y  m uco id  
m a s s  i n  t h e  b o t t o m  o f  t h e  s t e r i l e  v a c c i n e  b o t t l e s .  T h i s
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o c c u r r e d  o n l y  i n  t h e  b o t t l e s  c o n t a i n i n g  t h e  s t r a i n s  o f  
P s e u d o m o n a s . Vvhen a  f r e s h l y  p h e n o l a t e d  m i x t u r e  was  h e a t e d  
i n  a  w a t e r b a t h  t h e  c l o t  w as  f o u n d  t o  f o rm  w i t h i n  a n
h o u r .  I t  i s  b e l i e v e d  t h a t  t h i s  w as  a  c h e m i c a l  r e a c t i o n  
b e t w e e n  t h e  p h e n o l  a n d  c e r t a i n  p r o d u c t s  o f  t h e  P s e u d o m o n a s ,  
i n a s m u c h  a s  t h e  s l i m e ,  when o b s e r v e d  u n d e r  t h e  m i c r o s c o p e ,  
show ed  f e w  i f  a n y  o r g a n i s m s .  The s l i m e  was m i l k  w h i t e  i n  
c o l o r ,  a n d  c o u l d  n o t  be r e m o v e d  by f i l t e r - e a p e r  f i l t r a t i o n .  
I t  w as  f o u n d  t h a t  by  u s i n g  s m a l l  1 m l .  p i p e t t e s  t h e  m ass  
c o u l d  b e  s u c k e d  up  a n d  r e m o v e d  i n  t h i s  m a n n e r .  C a re  w as  
t a k e n  n o t  t o  i n n o c u l a t e  a n y  o f  t h i s  p r o d u c t  i n t o  t h e  a n i ­
m a l s  b e i n g  im m u n iz e d ,  n o r  t o  g e t  i t  i n t o  a n y  o f  t h e  t u b e s  
when  p e r f o r m i n g  t h e  a g g l u t i n a t i o n  t e s t s ,  a s  f a r  a s  w as  
p o s s i b l e .
The P, t u l a r e n s i s  a n t i g e n  w as  p r e p a r e d  a t  t h e  k o c k y  
f o u n t a i n  L a b o r a t o r i e s .  G u in e a  p i g s  w ere  i n n o c u l a t e d  w i t h  
10  m l .  o f  s u s p e c t e d  c r e e k  w a t e r .  v^ater  w as  c o l l e c t e d  i n  
s t e r i l e  200 m l .  f l a s k s .  O c c a s i o n a l l y  mud w as  u s e d .  I n  t h i s  
e v e n t ,  500 m l .  b o t t l e s  w e r e  e m p lo y e d ,  3 t a b l e s p o o n f u l s  o f  
t o p  mud w e r e  m ix e d  w i t h  3 0 0  m l ,  o f  w a t e r ,  a n d  a l l o w e d  t o  
s e t t l e .  The a n i m a l s  w e re  i n n o c u l a t e d  i n t r a p e r i t o n e a l y .  The 
g u i n e a  p i g s  w e r e  o b s e r v e d  a n d  21 day  s u r v i v o r s  w e re  s a c r i ­
f i c e d .  B lo o d  w as  e x t r a c t e d  f o r  a n t i s e r a .  The t i s s u e s  w e r e
c u l t u r e d  o n  t h e  m e d ia  o r  i n  some c a s e s  g r o u n d  up an d  r e i n ­
j e c t e d  i n t o  a n o t h e r  s e r i e s  o f  t e s t  a n i m a l s .
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P l a t e s  w e r e  s t r e a k e d  p e r i o d i c a l l y  w i t h  t h e  s u s p e n ­
s i o n s  f r o m  t h e  v a c c i n e  b o t t l e s  t o  d e t e r m i n e  t h e  d e a t h  o f  
t h e  o r g a n i s m s  an d  t o  s e e  i f  c o n t a m i n a t i o n  h ad  t a k e n  p l a c e .
AhTIGhK STAKDAitPIZATIOh
At t h e  o u t s e t  t h e  H^eudo/nonas o r g a n i s m s  w e r e  p r e ­
p a r e d  a s  a  v a c c i n e  an d  a  t u r b i d i m e t r i c  m e th o d  was u s e d  f o r  
s t a n d a r d i z a t i o n  ( 9 ) .
The m y x o b a c t e r i a l  v a c c i n e s  w e r e  s t a n d a r d i z e d  by 
b r i g h t  * 5 m e th o d  ( 2 3 ) .  T h i s  m e th o d  w as  c o n s i d e r e d  t o  be 
m ore  a c c u r a t e  t h a n  t h e  n e p h e l o m e t e r  t u b e s  a n d  s u c c e s s i v e  
P seu d o m o n a s  a n t i g e n s  w e r e  s t a n d a r d i z e d  i n  t h i s  m a n n e r .
AMTISLHA PRbPAiiATIOh
F o r  c o n t r o l  p u r p o s e s  20 m l ,  o f  b lo o d  w^as rem o v ed  
f r o m  t h e  h e a r t  o f  e a c h  e x p e r i m e n t a l  r a b b i t  p r i o r  t o  i n n o c u -  
l a t i o r i .  E ac h  s e ru m  w as  checked ,  a t  t h i s  t i m e  f o r  p r e - e x i s t ­
i n g  a n t i b o d i e s  w h i c h  m i g h t  a c t  a s  a g g l u t i n i n s  a g a i n s t  t h e  
a n t i g e n  t o  be i n n o c u l a t e d .  The n o r m a l  s e r a  o f  t h e  r a b b i t s  
s e l e c t e d  f o r  i r m r iu n iz a t io n  d i d  n o t  show a g g l u t i n i n s  a g a i n s t  
t h e  s t r a i n  t o  b e  i n n o c u l a t e d .
A f t e r  a  s e r i e s  o f  i n n o c u l a t i o n s , t h e  b lo o d  was r e ­
moved f ro m  t h e  h e a r t  o f  t h e  a n i m a l s . The se ra ,  w e re  p r e s e r v e d  
by  a d d i t i o n  o f  e q u a l  v o l u m e s  o f  g l y c e r o l  a n d  s t o r e d  i n  t h e
r e f r i g e r a t o r  a t  u n t i l  n e e d e d .
The t i t r e s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  r u n n i n g  a n t i g e n - a n t i b o d y
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r e a c t i o n s  u s i n g  t h e  m a c r o s c o p i c  a g g l u t i n a t i o n  t e s t  ( 3 ) .
I n  a l l  c a s e s ,  t h e  a g g l u t i n a t i o n  t e s t s  w e re  r u n  t w i c e .  
I n n o c u l a t i o n s  a n d  b l e e d i n g  o f  t h e  r a b b i t s  w e r e  c a r r i e d  
o u t  a s  o u t l i n e d  by  2 . i n s s e r  a n d  b a y  ne - J o n e s  ( 2 d ) ,
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CHAPTER I I  
RESULTS
T a b l e  I  sh o w s  t h e  c r o s s  r e a c t i o n s  a n d  t i t r e s  o b t a i n e d  
i n  t e s t s  r u n  o n  t h e  P s e u d omona s  s t r a i n s .  I t  i s  c l e a r  t h a t  
t h e r e  w as  l i t t l e  o r  no  common a n t i g e n i c i t y  among t h e  mem­
b e r s  o f  t h i s  g r o u p .  I t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  f l a g e l l a r  a n t i ­
g e n s  o f  t h i s  g r o u p  p r o d u c e  h i g h e r  a g g l u t i n i n s .  Vvith t h e  
c o m p a r a t i v e l y  h i g h  t i t r e s  d e m o n s t r a t e d ,  h a d  t h e r e  b e e n  a n y  
r e a l  common a n t i g e n s  o f  t h e  s o m a t i c  t y p e ,  t h e y  s h o u l d  h a v e  
d e m o n s t r a t e d  t h e . - i s e l v e s  i n  t h e  h i g h e r  d i l u t i o n s .
T a b l e  I I  show s t h e  c r o s s  r e a c t i o n s  a n d  t i t r e s  
o b t a i n e d  i n  t e s t s  r u n  on  t h e  m y x o b a c t e r i a  a n d  t h e  s t r a i n s  
o f  ? .  t u l a r e n s i s . The t i t r e s  o f  t h e  m y x o b a c t e r i a  w e re  much 
l o w e r  on  a  c o m p a r a t i v e  b a s i s  t h a n  t h o s e  o f  t h e  P seu d o m o n a s .  
T h i s  w as  due  p r o b a b l y  t o  th e  f a c t  t h a t  t h e  a n i m a l s  u s e d  w e re  
m e r e l y  g i v e n  two b o o s t e r  s h o t s  r a t h e r  t h a n  t h e  w h o le  s e r i e s  
b e c a u s e  t h e y  h a d  b e e n  i n n o c u l a t e d  s i x  m o n th s  p r e v i o u s l y  
w i t h  t h e  same o r g a n i s m s .  A coi.jnon a n t i g e n i c i t y  i s  i n d i c a t e d  
among t h o s e  members  o f  t h e  m y x o b a c t e r i a  u s e d .  The c o m p l e -  
m e n t - f i x a t i o n  t e c h n i q u e  w as  e m p lo y e d  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  P . 
t u l a r e n s i s  a n t i g e n  by t h e  w o r k e r s  a t  t h e  Rocky  l o u n t a i n  
L a b o r a t o r i e s .
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D i l a t i o n s  i n  a l l  c a s e s  w e r e  r u n  a s  h i , ^  a s  1 : 3 2 0 0  I n  
t h e  e v e n t  t h a t  t h e  r e a c t i o n  sh o u ld ,  c a r r y  t h a t  f a r .  I t  
s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  o r g a n i s m  /i 4  i s  t h e  o n l y  o n e  whose  t i t r e  
r a n  t h i s  h i g h .
F o l l o w i n g  t h e  s u p p o s i t i o n  e a r l i e r  e s t a o l i s h e d  c o n ­
c e r n i n g  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  o r g a n i s m  g 2 b e i n g  a  member o f  
t h e  g e n u s  C y t o p h a g a ,  t h e  o n l y  o r g a n i s m  c a r r y i n g  m y x o b a c t e r ­
i a l  a g g l u t i n i n s  was o r g a n i s m  „-2,
T h e r e  w a s  i n s u f f i c i e n t  e v i d e n c e  t o  w a r r a n t  a n y  s u p ­
p o s i t i o n  t h a t  t h e r e  a r e  a n y  a n t i g e n i c  r e l a t i o n s h i p s  among 
t h e s e  t h r e e  g e n e r a  o f  t h e  w a t e r  o a c t e r i a .
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CHâPT£H I I I  
DISCUSSION
The m em bers  o f  t h e  g e n u s  P seudom on a s  show some r e l a ­
t i o n s h i p  w i t h i n  t h e  g r o u p .  H o w ev er ,  t h e s e  r e l a t i o n s h i p s  
a r e  n o t  s t r o n g  o r  s h a r p l y  d e f i n e d .  C o n f u s i o n  e x i s t s  w i t h i n  
t h e  g e n e r a l  a r e a  o f  t h e  g r o u p .  I t  may b e  t h e  s o m a t i c  a n t i ­
g e n s  w h ic h  a r e  p r o b a b l y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  r e a c t i o n s  i n d i ­
c a t e d .
T h e r e  i s  a  d e f i n i t e  r e l a t i o n s h i p  among t h e  members 
o f  t h e  m y x o b a c t e r i a  e m p lo y e d .  The a u t h o r * s  s u p p o s i t i o n  t h a t  
o r g a n i s m  2 was a  member o f  t h i s  g r o u p  w as  r e a d i l y  s u p p o r t e d  
when a g g l u t i n i n s  w e r e  f o u n d  p r e s e n t  f o r  t h e  known m y x o b ac­
t e r i a  b u t  n o t  f o r  t h e  P s e u d o m o n a s .
The a n t i b o d y  b u i l t  up  by t h e  m y x o b a c t e r i a  s o o n  l o s e s  
i t s  c a p a c i t y  t o  r e a c t .  T h i s  was  d e m o n s t r a t e d  by t h e  a n i m a l s  
u s e d  f o r  t h e  e x p e r i m e n t .  L e s s  t h a n  a  y e a r  b e f o r e ,  t h e s e  
same r a b b i t s  h a d  b e e n  im m u n iz e d  a g a i n s t  t h e  same s p e c i e s  o f  
C y t o p h a g a  u s e d  i n  t h e  i n n o c u l a t i o n s  b u t  show ed  no a g g l u t i n i n s  
p r e s e n t  f o r  a n y  o f  t h e  o r g a n i s m s  t o  be i n n o c u l a t e d  when 
c h e c k e d  by  t h e  m a c r o s c o p i c  a g g l u t i n a t i o n  t e s t  p r i o r  t o  i n -  
n o c u l a t i o n .
At t h e  Rocky M o u n t a i n  L a b o r a t o r i e s  f o u r  s t r a i n s  o f
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p .  t u l a r e n s i s  a n t i g e n  w e re  c h e c k e d  a g a i n s  t h e  a n t i s e r a  o f  
t h e  s t r a i n s  P s e u d o m o n a s  a n d  m y x o b a c t e r i a  u s i n g  t h e  p o o l e d  
p o s i t i v e  a n t i s e i ' a  a s  a  c o n t r o l .
D r .  Lackm an o f  t h e  Rocicy m o u n t a i n  L a b o r a t o r i e s  s t a f f  
c o m m u n ic a t e d  t o  t h e  a u t h o r ,  t h a t  on  p r e v i o u s  o c c a s i o n s ,  
w a t e r  a n d  s o i l  o r g a n i s m s  h a v e  b e e n  f o u n d  t h a t  h e v e  shown a 
t i t r e  a s  h i g h  a s  1 : 6 0  w i t h  t h e  t u l a r e n s i s  s e r a  u s i n g  t h e  
c o m p l e m e n t - f i x a t i o n  t e c h n i q u e .  T h i s  w o u ld  i n d i c a t e  t h a t  
t h e r e  a r e  some w a t e r  and  s o i l  o r g a n i s m s  t h a t  p o s s e s s  a n t i ­
g e n s  i n  t h e i r  make up common t o  t h o s e  o f  t h e  t u l a r e m i a  
c a u s i n g  b a c t e r i a .
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1 .  Two s t r a i n s  o f  t h e  g e n u s  C y t o p h a g a  o f  t h e  O r d e r  
i ^ y x o b a c t e r i a l e s ,  f o u r  s t r a i n s  o f  t h e  g e n u s  P s e u d o n io n a s , and  
o n e  s u s p e c t e d  s p e c i e s  o f  t h e  C y t o p h a g a  w e re  i n n o c u l a t e d  
i n t o  e x p e r i i u e n t a l  l a b o r a t o r y  r a b b i t s .
2 .  The t i t r e s  r a n  h i g h  b u t  la c K  o f  c r o s s  r e a c t i o n s  
i n d i c a t e d  no comaon a n t i g e n s  among t h e  P s e u d o m o n a s  s t r a i n s  
a n d  t h e  m y x o b a c t e r i a .
3 .  P o o l e d  a n t i s e r a  o f  P a s t e r u r e l l a  t u l a r e n s i s  was 
o b t a i n e d  a n d  a g g l u t i n a t i o n  t e s t s  w e re  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  
s t r a i n s  o f  P se u d o m o n a s  and  C y t o p h a g a  a s  a n t i g e n s .  No com­
mon a n t i g e n s  w e r e  f o u n d  among t h e s e  t h r e e  g r o u p s  o f  b a c ­
t e r i a ,
4 .  S l i m e  was f o u n d  t o  b e  f o r m e d  by t h e  members  o f  
t h e  P s e u d o m o n a s  i n  t h e  s t e r i l e  v a c c i n e  b o t t l e s .  I t  w a s  b e ­
l i e v e d  t o  be  a  c h e m i c a l  r e a c t i o n  b e t w e e n  t h e  p h e n o l  u s e d  t o  
k i l l  t h e  o r g a n i s m s  a n d  some o f  t h e i r  m e t a b o l i c  p r o d u c t s .
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